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@ Procédé d’extraction des protéines foliaires & partir d'une matiére végétale et plus particuliérement d'une plante genre

Nicotiana.

@ Procédé d’extraction des protéines des feuilles de plan-
tes, plus particulierement du genre Nicotiana selon lequel on
réduit les feuilles en pulpe, on extrait immédiatement du
mélage obtenu le liquide, contenant la majeure partie des
protéines, on fait précipiter les protéines insolubles, on
sépare le précipité du liguide pour clarifier ce liquide
conienant une fraction | et une fraction ll protéiques, on fait
précipiter la fraction | résuitant de {'étape précédente, et on
extrait la fraction | protéique ainsi obtenue.

L'invention prévoit que, pour faire précipiter la fraction |
protéique, on diffuse de 'anhydride carbonique (CO,) 3 I'état
gazeux dans le liquide clarifié au moins jusqu’a saturation du
liquide en CO,.
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Procédé d'extraction des protéines foliaires & partir d'une

matiére végétale et plus particuliérement d'une plante genre

Nicotiana.

La présente invention concerne un procédé d'extraction des
protéines foliaires d'une matiére végétale et plus particu-
liérement d'une plante genre Nicotiana. Selon un aspect de
1l'invention, elle a trait a un procédé d'extraction de la

fraction I protéique hydrosoluble de la plante.

Différents procédés ont été publiés. Ils sont basés sur les
observations trés anciennes de H.M. ROUELLE qui, dés 1773,
met en évidence, par pressurage et chauffage des jus, la
présence de "matiére glutineuses ou végéto-animales"™ dans
les parties vertes des végétaux. La fraction I protéique a

été identifiée pour la premiére fois en 1947.

I1 est admis par l'homme de 1'Art que les protéines foliaires
peuvent étre réparties en deux groupes principaux en fonction

de leur solubilité dans l'eau :

- les protéines membranaires, insolubles dans l'eau, liées
en particulier aux pigments chlorophylliens, qui correspon-
dent pour l'essentiel aux protéines vertes décrites dans

les différents procédés d'extraction connus.

~ les protéines hydrosolubles. Ces protéines appelées
également protéines blanches aprés extraction, sont cons-
tituées pour moitié environ par la Ribulose 1-5 diphospha-
te carboxylase oxygénase (EC, 4.1.1.39) ou fraction I
protéique, d'origine chloroplastique et pour moitié par

la fraction II protéique, mélange des autres enzymes

d'origine essentiellement cytoplasmique.

Ces protéines jusqu'a présent, malgré leur abondance
dans le régne végétal et leur valeur nutritive pour 1'homme

et l'animal, n'ont pas fait l'objet d'une exploitation
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intensive car les procédés connus ne sont pas utilisables

industriellement.

La protéine de la fraction I est celle qui potentiellement
est la plus intéressante car & 1'état pur elle est inodore,
ingipide et incolore. La plante de tabac, genre Nicotiana,
est le seul végétal actuellement comnu qui permet d'obtenir
une quantité importante de ladite protéine sous forme
cristallisée ou pré-cristallisée, donc trés purs. De plus,
elle est remarquablement équilibrée en acides aminés essen-
tiels, ce qui permet d'envigager son utilisation dans cer-
tains régimes alimentaires pour malades souffrant de troubles

du métabolismes (maladie rénale, ....).

Les procédés connus pour isoler les protéines débutent

par la réduction en pulpe des feuilles ou bien des feuilles
et des tiges de la plante par broyage. Ce broyage est suivi
d'un pressurage qui permet de séparer de la masse fibreuse
le jus vert contenant ume grande partie des protéines inso-

lubles et des protéines solubles dans l1l'eau.

La séparation des protéines insolubles de ce jus se fait
jusqu'd présent aprés avoir provogqué leur coagulation par
chauffage du jus a 50°C + 2°C pendant 10 a 30 min suivi
d'un refroidissement rapide & la température ambiante

voisine de 20°C., Aprés cette étape, deux techniques cou-

.. rantes peuvent &tre mises en oeuvre.

La centrifugation ou la filtration sous vide. Cette dermiére
technique, qui requiert l'emploi d'additifs de filtration
du type "perlite!" pour atteindre son maximum d'efficacité,

est parfaitement adpatée au traitement industriel.

Le jus clarifié de couleur brune, qui contient en mélange
les fractions protéiques I et II est, de maniére connue,
traité suivant divers procédés abondamment décrits dans

la littérature et plus particuliérement dans la demande
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de brevet francais n ° 81 09 950. Il est évident pour
l1'homme de 1'Art gque ces procédés sont cofiteux. Parfois
longs, voire inefficaces, dans la mesure ou, si aucun |
additif n'est apporté au jus, la précipitation de la
fraction I sera inexistante dans les cas ot la plante

utilisée sera en fin de période végétative, par exemple.

Ltacidification réalisée par addition d'acides minéraux ou
organiques demande un ajustement d'une extréme précision
pour éviter que la fraction I protéique ne précipite sous
forme amorphe et cet ajustement est d'autant plus délicat
qu'il varie en fonction d'un grand nombre de facteurs tels
que l'état physiologique du végétal, la variété, la tempé-

rature du jus.

lt'invention vise un procédé d'extraction des protéines
des feuilles de plantes genre Nicotiana comprenant les

étapes consistant :

a) a réduire les feuilles en pulpe par exemple en présence
de O & 2,5 fois le poids de matiéres vertes d'eau et de 0,5 &
2 parties d'un agent anti-oxydant pour 100 parties de matieére

végétale.

b) & extraire immédiatement du mélange obtenu le jus vert
contenant une partie des protéines insolubles en suspension
et des protéines solubles.

c) a faire précipiter les protéines insolubles.

d) a séparer le précipité du liquide.

e) a faire précipiter la fraction I protéique du liquide

clarifié résultant de l'étape précédente.

f) a extraire la fraction I protéique ainsi obtenue dans
laquelle pour faire précipiter les protéines, on diffuse

de 1l'anhydride carbonique a l'état gazeux dans le jus.
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Toutes les espéces, genre Nicotiana, mais plus particuliére-

ment Nicotiana tabacum L se prétent & ce procédé d'extraction

La fraction I protéique (FIp) est localisée essentiellement
au niveau des feuilles, mais la présence des tiges peut
favoriser ltextraction. Les feuilles seules ou conjointement
avec les tiges sont utilisées. Elles peuvent étre issues de
plantes sénescentes ou de repousses tardives (3éme ou 4éme
coupe). Le procédé suivant 1'invention permet 1l'extraction
de FIp encore importante avec ce type de plants, ce qui n'est

pas le cas des procédés comnnus jusqu'a présent.

Lesdites parties de la plante sont broyées et réduites en
pulpe en présence dfune quantité d'eau comprise entre O et

2,5 fois le poids de matiére végétale traitée.

Afin d'éviter les réactions parasites (oxydations, formations
de complexes qui réduiraient les rendements), on ajoute un
anti-oxydant, de préférence le métabisulfite de sodium par
pulvérisation au cours du broyage, ou par trempage juste

avant broyage a raison de 0,5 a 2 parties d'anti-oxydant

pour 100 parties de matiére végétale.

On presse immédiatement la masse broyée pour en extraire la
portion liquide ou jus vert contenant la majeure partie des

protéines du végétal.

L'un des buts de l'invention est d'obtenir un procédé per-

fectionné de séparation des protéines du jus de pressurage.

Un autre but de l'invention est d'obtenir la précipitation
des protéines insolubles du jus de pressurage de maniére

rapide et sans dépense énergétique importante.

Un autre but de l'invention est d'obtenir la protéine de 1la
fraction I par un procédé simple et rapide sans contami-

nation.
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Un autre but de l'invention est d'extraire des protéines de

plantes en fin de saison végétative (3éme ou 4éme coupe).

La maniére dont ces objectifs, ainsi que d'autres, sont
atteints conformément & la présente invention ressort de

la description détaillée qui suit.

A cet effet 1l'invention prévoit, pour séparer les protéines
insolubles du jus vert, de diffuser du C02 gazeux pendant un
temps suffisant pour obtenir la coagulation des protéines
insolubles sans faire précipiter les protéines de la frac-

tion Ip.

Ce résultat est obtenu de maniére variable suivant le produit
traité mais de préférence de débit de 002 sous pression
atmosphérique doit &tre compris entre 10 & 100 ml/min et
litre de jus traité et la durée du traitement est inférieure
a une heure, de préférence comprise entre 5 et 15 minutes.

Ce traitement provoque la précipitation rapide des protéines
insolubles sans qu'il soit nécessaire de chauffer le jus. La
séparation est alors effectuée de maniére connue, par exempe
par centrifugation ou filtration sous vide. Le jus clarifié
obtenu par ce procédé ou d'autres procédés par ailleurs

connus contient les fractions protéiques I et II.

L'invention prévoit encore d'assurer la précipitation de

la fraction I en diffusant du CO2 gazeux a travers la masse
de jus a traiter au moins jusqu'a saturation du jus. Ce
traitement conduit de préférence a température ambiante
voisine de 20°C provoque en quelques minutes, une précipi-
tation sélective de la FIp sous forme cristallisée ou pré-
cristallisée. Selon une modalité de l'invention, la réaction
est conduite dans l'obscurité. Le précipité est récupéré
par soutirage ou par centrifugation, le liquide contient
encore la fraction IIp qui peut étre récupérée a son tour
selon un procédé connu, par exemple soit par acidification,

soit par traitement thermique.
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Le rendement d'extraction par le procédé selon l'invention

est majoré de 10 & 30% par rapport & ceux des procédés

_connus. La fraction I protéigue obtenue se présente sous

une structure pré-cristalline nettement différeneiée et le
traitement par CO2 ne contamine pas le produit. Le jJjus
traité s'ajuste de lui-méme au pH optimum par saturation
de la solution en COZ.

D'autres avantages et détails de l'invention sont illustrés

par les exemples suivants :

EXEMPLE 1

Matériel végetal :

Nicotiana tabacum variété PB (tabac mnoir)

variété BB 16 (tabac type Burley)

variété BB 16 sénescente (45 jours
aprés 3° coupe)

cultivé & a 250 000 planis/ha, récolté en plantes entiéres

(tiges + feuilles).

Broyage :
Un lot de 20 kg de tabac est broyé dans un appareil de

type LAW (hélice bi-pales + trémie de 2 mm). Au cours de
cette opération, une solution de métabisulfite de sodium
a 10 g/1 est pulvérisée sur le tabac & raison de 0,5 1

par kg de tabac.

Pressurage :

La '"bouillie®" obtenue est immédiatement transférée dans une

< . < . 2
presse a4 plateaux et soumise & une pression de 10 kg/cm
(une presse & bande ou & vis pourrait également é&tre

utilisée).

Les caractéristiques du tabac avant broyage du "jus vert®
et du "tourteau" sont rassemblées dans le tableau ci-aprés.

(Voir tableau page 11).
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Traitement du jus vert :

La coagulation thermique des "protéines vertes" est réalisée

a4 t° = 50°C + 2°C par passage du "jus vert" dans un serpen-
tin immergé dans un bain-marie & 75°C. Grice & ce procédé,

la température s'éléve rapidement (en 1 min environ) a 50°C;

elle est ensuite maintenue a ce niveau, pendant 10 min, a

ltaide d'un deuxiéme bain-marie stabilisé a 50°C.

Le jus est alors refroidi rapidement (1 min) jusqu'a 20°C

par passage dans un serpentin plongé dans une cuve a eau

’ L ”, L
refrigeree.

La clarification du jus ainsi traité est réalisée par fil-
tration sous vide a4 l'aide de fioles & vide de 5 1 équipées

de filtres de type Biichner. Les filtres Bilichner (§ = 24 cm)

sont garnis au préalable d'une feuille de papier filtre ;
(PRAT et DUMAS), réf. 202 IFS) sur laquelle est déposée une !
couche d'environ 0,5 cm de perlite ou dicalite (adjuvant de
filtration). La clarification ainsi obtenue ne peut &tre
parfaite que dans la mesure ou de la perlite (ou dicalite)

est mélangée, avant filtration au jus a clarifier (10 g/l1).

Si un tel montage convient bien pour le traitement de
quelques dizaines de litres de jus, il doit cependant étre
remplacé par un filtre rotatif a tambour, sous vide, dans

le cas ou des quantités plus importantes de jus sont a

traiter.
La clarification du jus peut également étre obtenue par
centrifugation a haute vitesse (> 10 000 g), difficile &

réaliser sur de grandes quantités.

Traitement du jus clarifié :

Le jus clarifié est divisé en 3 fractions aliquotes de

5 1 chacune.

La premiére fraction (A) est conservée telle quelle a

25°C, a l'obscurité.
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La seconde fraction (B) est traitée par le CO, gazeux
pendant 15 min (débit du €0,:50 ml/min), & 1'aide d'un
diffuseur placé dans le fond d'un récipient et relié a une
bouteille de ga=z C02 (38 kg) par l'intermédiaire d'un

détendeur.

La troisiéme fraction (C) est acidifiée avec HC1 (2N)
jusqu'a obtenir le pH atteint dans la fraction (B) aprés
traitement par le COZ.
Aprés précipitation de la FIp (quasi immédiate dans le cas
des fractioms (B) et (C), les dépbdts cristallins sont
récupérés par soutirage et/ou centrifugation & 2000 g puis

lyophilisés.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau ci-aprés.

Voir tableau page 12).

Cet exemple démontre la supériorité du traitement par le
gaz CO, sur les traitements témoins (A) et (C) (irés forte
augmentation des rendements d'extraction, rapidité de la
cristallisation) et sur les traitements par acidification
(simplicité de mise en oeuvre, pureté de la fraction I

protéique précipitée).

EXEMPLE IXI

A partir de plants de tabac juvémiles (variété BB 16), 1le
protocole expérimental de l'exemple 1 a été& conservé
jusqu'au traitement du jus clarifié par le gaz C02.
La variante apportée dans cet exemple est la durée du
traitement par le CO, : le jus clarifié a en effet été
divisé en 5 parties égales et "gazéifié" pendant 15 min,
1 h, 2 hou2 h.

Les rendements en FIp correspondants sont reportés

dans le tableau ci-apreés :
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Durée du traitement pH FIp cristallisée
au CO, (g/kg tabac frais)
‘Témoin (non traité) 6,0 1,66
15 min 5,70 3,21
1 h. 5,60 3,66
2 h. 5,60 3,57
4 h. 5,60 3,61

Une durée de traitement supérieure a 15 min augmente rela-
tivement peu le rendement d'extraction, elle peut néanmoins
se justifier pour certains tabacs qui se prétent mal a
ltextraction de la FIp (tabacs sénescents, certaines

variétés cecee)e.

EXEMPLE IIT

Des plants de tabac de la variété BB 16, récoltés au stade

juvénile (35 jours), sont traités selon le protocole de

l'exemple 1 jusqu'a l'obtention du "jus vert".

Les protéines vertes sont alors précipitées non pas par la
chaleur, comme dans l'exemple 1, mais par "gazéification"
du "jus vert" par le COZ' La floculation des protéines
vertes est obtenue aprés 15 min de traitement & température
ambiante (débit de CO2 : 25 ml/min/1 jus).

La récupération des protéines solubles (FIp + FIIp) est
effectuée de la méme maniére que dans l'exemple 1 (filtra-

tion sous vide ou centrifugation).

La cristallisation de la FIp peut alors étre réalisée soit
en laissant décanter le jus clarifié tel quel, soit en
traitant 3 nouveau le jus par le CO2 selon une des modalités

des exemples 1 et 2.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau ci-

apres. (Voir tableau page 13).
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Cet exemple souligne l'intérét d'un traitement au CO2
sur "jus vert'". En effet, la phase de chauffage a& 50°C est
dans ce cas "court-circuitée" ce qui entraine une simpli-
fication supplémentaire de la technigue d'extraction et
surtout une économie d'énergie non négligeable. Ce procédé
comporte toutefois le risque de précipiter une partie des
protéines solubles avec les protéines "vertes'" si la
durée du traitement par CO2 est mal contrdlée.

Ces exemples illustrent de maniére non limitative l'objet

de l'invention et on peut y apporter des modifications sans

sortir de son cadre.
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Revendications

1.- Procédé d'extraction des protéines des feuilles de
plantes, plus particuliérement du genre Nicotiana selon

lequel :

a) on réduit les feuilles en pulpe par exemple en présence
de O & 2,5 fois le poids de matiéres vertes d'eau et de
0,5 a 2 parties d'un agent anti-oxydant pour 100 parties

de matiére végétale,

b) on extrait immédiatement du mélange obtenu le liguide,
ou jus vert, contenant la majeure partie des protéines

insolubles en suspension et des protéines solubles,
c) on fait précipiter les protéines insolubles,

d) on sépare le précipité du liquide pour clarifier ce
lJiquide contenant une fraction I et une fractiom IT

protéiques,

e) on fait précipiter la fraction I protéique du liquide

clarifié résultant de l'étape précédente, et

f) on extrait la fraction I protéique ainsi obtenue, procédé
caractérisé par le fait que, pour faire précipiter la
fraction I protéique, on diffuse de l'anhydride carbonique
(COZ) d 1'état gazeux dans le liquide clarifié au modins

jusqu'a saturation du liquide en 002.

2.- Procédé selon la revendication 1, dans lequel la pré-
cipitation des protéines insolubles est obtenue par chauffage
du liquide & 50°C + 2°C pendant 10 a 30 min et refroidisse-
ment a 20°C.

3.- Procédé selon la revencication 1 ou 2, dans lequel

la plante est du genre Nicotiana tabacum L.
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4,. Procédé selon l'une des revendications 1 & 3, dans
lequel & 1l'étape c), on précipite les protéines insolubles
par diffusion d'anhydride carbonique (002) a 1'état gazeux
dans le liquide pendant un temps suffisant sans entrainer

la précipitation de la fraction I protéique.

5.~ Procédé selon l'une des revendications 1 a 4, dans
lequel la température du liquide clarifié est voisine de
20°C. |

6.- Procédé selon l'une des revendications 1 & 5, dans

lequel l'étape d) est réalisée dans 1l'obscurité.

7.~ Procédé selon l'une des revendications 1 & 6, dans
legquel les feuilles et les tiges des plantes sont réduites

en pulpe.

8.~ Procédé selon l'une des revendications 1 & 7, dans

lequel l'agent anti-oxydant est du métabisulfite de sodium.
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